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ИЗУЧЕНИЕ ГИДРОЛАЗ В ПРОЦЕССЕ МЕТАМОРФОЗА 
НЕПАРНОГО ШЕЛКОПРЯДА 


При изучении экологических особенностей нижнеднепровской популяции иепар- 
ного шелкопряда выявлено существование внутрипопуляционного полиморфизма по 
типу окраски гусениц (Колыбин, Зелинская, 1969). В результате исследований уста- 
новлено также, что тип окраски гусениц является наследуемым признаком (Деревянко, 
1980). Причем соотношение «черных» и «серых» гусениц при различной числениости 
популяции закономерно изменяется в зависимости от фазы градации численности. 
Вероятно, в популяции происходит автоматический отбор особей гетерозиготных или 
двух форм (гетеро- и гомозиготных} по окраске, отличающихся различными направ- 
лениями векторов отбора в разные сезоны года. Следовательно, более глубокое иссле- 
дование фенотипов непарного шелкопряда по окраске даст возможность изучить те: 
процессы, которые определяют внутрипопуляционную изменчивость и проявляются 
в структуре популяции, функция которой выражается в динамике ее численности. 
Поэтому исследование комплекса гидролитических ферментов пищеварения у гусениц: 
непарного шелкопряда явится одним из подходов более глубокого изучения дискрет- 
ности фенотипов в популяции, поскольку биохимический полиморфизм гидролаз у раз- 
ных фенотипов насекомого проявляется уже на стадии яйца. 

Материал и методы. Объектом исследования служили гусеницы непарного шел- 
копряда нижнеднепровской популяции Ги У возрастов (серый и черный фенотипы по 
признаку окраски), приуроченные к питанию листьями дуба. В качестве препарата 
ферментов использовали супернатант, полученный путем центрифугирования на холоде 
при 6 тыс. об/мин гомогената из 10 гусениц І возраста, а также средней кишки одной 
гусеницы У возраста в 0,2 мл 0,005 М трис-глицинового буфера рН 8,3. 

Ферменты фракционировали в 7,5%-ном полиакриламидном геле методом диск- 
электрофореза в модификации Филипповича и Щеголевой (1967). На каждую колонку 
наносили по 250—300 ү белка. Электрофорез проводили при 4 °С в течение 2,5—3 ча- 
сов. Ферменты выявляли непосредственно на гелевых колонках сразу после окончания 
электрофореза, используя инкубационные смеси следующих составов. Щелочная 
фосфатаза (КФ 3.1.3.1): 6,0 мг нафтол-А5-В5-фосфата; 0,2 мл диметилсульфокси- 
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да; 16,0 мл 0,2 М трис-НС! буфера рН 7,4; время инкубации 20 мин при 37° С. Кис- 
лая фосфатаза (КФ 3.1.3.2): 4,0 мг а-нафтилфосфата; 16,0 мл 0,2 М ацетатного: 
буфера РН 4,8; время инкубации 20 мин при 37°С. Эстераза: 10 мг а-нафтилаце- 
тата, несколько капель 50%-ного ацетона; 16,0 мл 0,2 М трис-НСІ буфера РН 7,4; 
время инкубации 15 мин при комнатной температуре. В качестве красителя для этих 
ферментов использовали 0,2%-ный водный раствор прочного синего В. Амилаза: 
16,0 мл 0,2 М ацетатного буфера рН 5,6; время инкубации 60 мин при 37°С; краси- 
тель 0,3% Ј в 3% КУ. 

Сканирование ферментов проводили на денситометре, сделанпом в отделе на 
базе ФЕК-56 М. Активность ферментов выражали в условных единицах, рассчитанных 
по формуле Симпсона. Расположение фракций на фореграммах ипдентифицировалн 
по величине относительной электрофоретической подвижности (ОЭП). | 

Все опыты проведены в 3—4 биологических повторностях и 2 аналитических ва- 
риантах. Числовые значения активностей и ОЭП обработаны статистически (Ойвин, 
1960). 

Результаты и обсуждение. Исследована активность и выявлена динамика комп- 
лекса гидролитических ферментов у питавшихся листьями дуба гусениц Ги У возрас- 
тов по дням развития. Данные рис. | показывают, что у гусениц І возраста макси- 
мальная активность эстеразы и амилазы выявлена на 2-й, а кислой и щелочной фос- 
фатаз — на 3-й день развития насекомого в этом возрасте. На 5-и день, когда гусепица 
линяег на следующий возраст, активность всех исследованных ферментов снижалась. 
У гусениц У возраста активность этих гидролаз была наивысшей на 2-й день развития 
и снижалась к моменту линьки на следующий возраст. 

На фореграммах кислая и щелозная фосфатазы у гусениц | возраста (рис. 2, А) 
представлены в виде 1—2 форм, расположенных в зоне средних значений ОЭП. У гу- 
сениц У возраста (рис. 2, Б, В) кроме уже названных форм на 5-й день развития обна- 
руживается и 3-я множественная форма ферментов в той же области подвижностн. 
Эстераза расположена на фореграммах в зоне средней и малой ОЭП. У гусениц І воз- 
раста она представлена 3—4 множественны- 


ми формами, у особей У возраста серого 120 паркад р 
типа окраски обнаружены 4—6, у черного 

фенотипа 5—7 множественных форм. Наи- . 

большая множественность форм эстеразы 5 20 в / 
отмечена у гусениц обоих возрастов на 2-й т 2 


день развития в каждом возрасте. Располо- 
жение амилазы на фореграммах у гусениц 
І и У возрастов варьирует. В частности, у 
гусениц І возраста в 1-й день фермент пред- 
ставлен в виде одной быстродвижущейся 
полосы, а начиная со 2 дня и вплоть до мо- 
мента линьки — двумя формами, одна из 
которых расположена в зоне малой ОЭП, 
тогда как другая в зависимости от сроков 
развития гусениц меняет свое положение, 
проявляясь вначале в зоне средней, а затем 
только в зоне большой ОЭП. Амилаза у гу- 
сениц У возраста обнаруживается только в 
зоне малой ОЭП. 
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Рис. 1. Динамика активности гидролитиче- 
ских ферментов у гусениц непарного шелко- А 1—11 о 
пряда І и У возрастов: КЕИ ое 
1 — гусеницы серого фенотипа; 2 — гусеницы чер- Дни разбутия 
ного фенотипа; /1—/, — линька. 
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На протяжении метаморфоза насекомого только личиночная стадия является 
питающейся. Именно в этот период наблюдается рост и накопление в организме за- 
пасных питательных веществ, которые, с одной стороны, должны способствовать 
нормальному переходу особи в следующий возраст, а с другой — должны будут под- 
держивать жизнеспособность куколки, бабочки и яйца, т. е. стадий развития насе- 
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комого, осуществляемых без потребления пищи. Это, естественно, не может не ска- 
заться на активности ферментов, принимающих участие в ‘пищерарении насекомого. 

Снижение активности гидролаз в периоды линек, наблюдаемое, согласно нашим 
данным, у гусениц непарного шелкопряда, и у тутового шелкопряда (Минина, Филип- 
пович, 1974), коррелирует с понижением в теле гусениц в этот момент содержания 
гликогена и растворимых углеводов (Сагз{епз, Ѕіосһ, 1980), а также липидов (Ралі 
Китаг, 1979). 
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Рис. 2. Схема расположения ферментов у гусениц непарного шелкопряда: 


А -— І возраст серого фенотипа дубовой микропопуляции; Б — ү возраст серого фенотипа; В — 
У возраст черного фенотипа; Л — линька с [У на У возраст; Л, — линька с У на Уі возраст. 


В периоды роста гусениц, наоборот, активность ферментов пищеварения повы- 
‚шается, особенно в начале роста, что объясняется потреблением большого количества 
пищи с необходимыми для жизнедеятельности веществами. Эти вещества, в частности, 
подвергаются прямому окислению (Смолин, 1953) и используются гусеницами млад- 
ших возрастов для локомоторной деятельности (Рапі, Китаг, 1979), а также превра- 
щаются в липиды, особенно в первые дни каждого возраста (Жоойгіпр, е.а., 1977), 
откладывающиеся у гусениц старших возрастов в качестве запасных питательных 
веществ. Этим, вероятно, можно объяснить повышение активности амилазы и фосфа: 
таз, принимающих участие в утилизации углеводов, у гусениц непарного шелкопряда 
в первые дни каждого исследованного возраста. Кроме того, варьирование активности 
фосфатаз коррелирует с обменом фосфора, что было доказано с помощью использо- 
вания меченого фосфора (Демяновский, Русакова, 1957). 

Для личиночной стадии развития насекомого характерна определенная циклич- 
ность в проявлении активности гидролитических ферментов. У гусениц непарного 
‘шелкопряда от І (начального) до У и УТ (в зависимости от пола особи} возрастов, 
завершающих стадию гусеницы, наблюдается снижение активности кислой и щелочной 
‚фосфатаз, что показано и для гусениц тутового шелкопряда (Минина, Филиппович, 
1974). Активность эстеразы, как и количество форм фермента, наоборот, с возрастом 
тусениц непарного шелкопряда повышалась, что также установлено для тутового 
(Минина, Филиппович, 1974). По мере завершения личиночной стадии развития у мног 
тих насекомых повышается амилолитическая активность (Кутузова, 1977), однако 
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у гусениц непарного шелкопряда мы наблюдали некоторое снижение активности этого 
фермента. 

Варьирование активности ферментов пищеварения на протяжении личиночной 
стадии развития насекомого находится в тесной связи с химическим составом листа. 
Во время вегетации химический состав листьев варьирует: в молодых листьях дуба 
содержится значительное количество белка и азотистых веществ, тогда как в летнем 
„листе содержание белка и азотистых веществ уменьшается при одновременном повы: 
шении содержания крахмала, клетчатки, растворимых сахаров и жиров (Эдельмап, 
1953). Повышение содержания липидов в теле гусениц непарного шелкопряда с 5,8% 
в 1 возрасте до 20,6% у гусениц У возраста (Эдельман, 1953) коррелирует с получен- 
‘ными нами данными о повышении у гусениц вредителя старших возрастов активности 
эстеразы, принимающей участие в расщеплении липидов. Более того, повышение ак- 
тивности этого фермента у гусениц непарного шелкопряда старших возрастов связано 
с активацией находившихся ранее в форме зимогенов новых форм эстеразы (Ерисһі, 


1965). 
Величина активности гидролаз у гусениц серого и черного фенотипов старших 


возрастов идентична, однако количество форм ферментов, выявляемых на фореграм- 
‘ме, варьирует. Множественность форм эстераз (рис. 2, Б и 2, В), присущая гусеницам 
непарного шелкопряда черного типа окраски, по сравнению с таковой, выявленной 
`у особей, относящихся к серому фенотипу, свидетельствует о структурной неоднород- 
ности популяции насекомого, которая, по нашим данным, проявляется уже на стадии 
яйца и сохраняется не только в периоды личиночного развития, но, вероятно, и в те- 
‘чение всей жизни особей непарного шелкопряда. 
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